











































緒言 ------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------- 1 
 
第 1章 NF-κBの活性を抑制するオリゴ核酸医薬の導入によるマクロファージの       
表現型転換の検証 ------------------------------------------------------------------------------------------ 2 
総論の部 ---------------------------------------------------------------------------------------------------------------- 2 
第 1節 NF-κB (p50) siRNAの導入によるM2様マクロファージの表現型変化 -------------------- 3 
1-a colon-26細胞培養上清によるマクロファージのM2型への誘導 







第 2節 NF-κB decoyの導入によるM2様マクロファージの表現型変化 ----------------------------- 9 
2-a サイトカイン産生の変化 
2-b 増殖因子、MMPおよびアルギナーゼの発現量の変化 
2-c B16BL6細胞および PAN-02細胞培養上清を用いて誘導した            
M2様マクロファージに対する NF-κB decoyの効果 
2-d NF-κB decoyの効果の持続性 
第 3節 考察 --------------------------------------------------------------------------------------------------------- 14 
実験の部 --------------------------------------------------------------------------------------------------------------- 17 
第 2章 超音波応答性マンノース修飾リポソームを利用した NF-κB decoyの腫瘍関連     
マクロファージへのターゲティングと固形がん治療効果の評価 ------------------------------ 21 
総論の部 --------------------------------------------------------------------------------------------------------------- 21 
第 1節 超音波応答性マンノース修飾リポソーム/ NF-κB decoy複合体(Man-PEG bubble     
lipoplex)の開発 ------------------------------------------------------------------------------------------- 22 
1-a Man-PEG bubble lipoplexの作製と物理化学的性質 
1-b 腫瘍関連マクロファージ(TAM)への NF-κB decoy送達に関する           
in vitroにおける基礎的検討 
第 2節 colon-26固形がんモデルマウスにおける TAM選択的 NF-κB decoy導入 ---------------- 24 
2-a Man-PEG bubble lipoplex静脈内投与後の NF-κB decoyの体内分布特性 
2-b Man-PEG bubble lipoplexの腫瘍組織内への注入による TAMへの NF-κB decoy送達 
2-c TAMの核内 NF-κB量の変化 






第 4節 考察 --------------------------------------------------------------------------------------------------------- 30 
実験の部 --------------------------------------------------------------------------------------------------------------- 34 
引用文献 ------------------------------------------------------------------------------------------------------------------ 39 
第 3章 超音波応答性マンノース修飾リポソーム/NF-κB decoy複合体の           
がん性腹膜炎治療への応用 ------------------------------------------------------------------------------ 47 
総論の部 --------------------------------------------------------------------------------------------------------------- 47 
実験の部 --------------------------------------------------------------------------------------------------------------- 48 
結論 ------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------ 49 
 





















おいて、転写因子 Nuclear factor-κB (NF-κB)の p50サブユニットを欠損させたマウスにがん細胞を移
植しても TAMはM2型ではなく、M1表現型に分化することが示された 22,23)。本知見を基に著者は、
TAMの NF-κBの機能を抑制することにより、その表現型を M2型から M1型へ転換できるという
仮説を立てた。本研究ではこの仮説を検証するため、まず TAMの in vitroにおける実験モデル(M2















































第 1節 NF-κB (p50) siRNAの導入によるM2様マクロファージの表現型変化 
 
本節では、NF-κBの活性を抑制するオリゴ核酸医薬として、NF-κBの p50サブユニットに対する
siRNA (NF-κB (p50) siRNA)を用いて検討を行うこととした。まず、in vitroにおける TAM実験モデ







小環境に応答して変化し、TAM はがん細胞が産生する IL-4 や IL-10、IL-13、VEGF などの因子に










確認された (Fig. 1D)。これらの結果より、マウス腹腔マクロファージを colon-26細胞培養上清中で
培養することにより、マクロファージの表現型を TAM と類似した M2 様型に誘導できることが示
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Figure 1. Alterations in the cytokine secretion profiles of peritoneal elicited macrophages (PEM) cultured in conditioned medium from 
colon-26 cells. The concentrations of IL-12p70 (A), TNF-α (B), IL-6 (C), and IL-10 (D) in culture supernatants of macrophages was measured at 3, 6, 
12, 24 and 48 h after LPS stimulation (100 ng/mL). Data represent the means ± S.D. (n = 4). *p < 0.05; **p < 0.01, compared with PEM cultured in 
RPMI-1640 medium. 
 
1-b NF-κB p50サブユニットに対する siRNAのノックダウン効果 
 
 NF-κB (p50) siRNA導入に伴うM2様マクロファージの表現型変化に関する検討に先立ち、標的
遺伝子の発現抑制効果が最も高い siRNA の配列の選択、および off-target 効果の有無の確認を行っ
た。初代培養マウス腹腔マクロファージを用いて、3種類の NF-κB (p50) siRNAならびに scrambled 
siRNA による p50 サブユニット mRNA の発現抑制効果を評価した。遺伝子導入試薬である
Lipofectamine® 2000の推奨プロトコルに従い、各 siRNAをマクロファージに導入した結果、いずれ
の NF-κB (p50) siRNAを用いた場合でも p50 mRNAの発現抑制が認められ、特に sequence 1による
発現抑制効果が最も高かった (Fig. 2B)。一方で、p65 mRNAについては、sequence 3の siRNAを導
入した場合にのみ発現量のわずかな減少が認められた (Fig. 2C)。また、scrambled siRNAによる p50 
mRNA発現抑制効果は認められなかったことから、off-target効果による p50 mRNAの発現抑制の可
能性は低いことが確認できた。以上より、本研究においては最も高い p50 mRNA発現抑制効果を示













Figure 2. Suppressive effects of 3 types of NF-κB (p50) siRNA on p50 subunit expression in PEM. (A) The siRNA sequences used in this study. 
The expression level of p50 (B) and p65 (C) mRNA in PEM was measured at 24 h after transfection of NF-κB (p50) siRNA (0.1 μM). Data represent 
the means + S.D. (n = 4). *p < 0.05; **p < 0.01, compared with PEM. 
 
 検討に用いる siRNAの配列が決定したため、本 NF-κB (p50) siRNAのM2様マクロファージに対
する効果を評価した。その結果、NF-κB (p50) siRNA の導入により、M2 様マクロファージ内 p50 























































































































   
   
   
   
































   
   
   
   



































































































Figure 3. Suppressive effects of NF-κB (p50) siRNA on p50 subunit expression in M2-like macrophages. Expression levels of p50 and p65 
mRNA (A) and intranuclear p50 and p65 levels (B) in macrophages were measured at 24 h after transfection of NF-κB (p50) siRNA (0.1 μM). **p < 





価を行った。Lipofectamine® 2000を用いて NF-κB (p50) siRNAをM2様マクロファージに導入し、
その 24時間後に LPS刺激によりM2様マクロファージより産生される Th1型サイトカイン、およ
び Th2型サイトカイン量を測定した。その結果、IL-12、TNF-αならびに IL-6産生量がいずれも有
意に増大することが明らかとなった (Fig. 4A−C)。さらに、NF-κB (p50) siRNA の導入により、M2
様マクロファージより産生される IL-10 量が通常培地で培養したマウス腹腔マクロファージ
(Peritoneal elicited macrophgaes: PEM)からの産生量と同程度まで減少することも併せて示された 












Figure 4. Effect of NF-κB siRNA transfection on cytokine production from M2-like macrophages. The concentrations of IL-12p70 (A), TNF-α 
(B), IL-6 (C), and IL-10 (D) in culture supernatants were measured following transfection of NF-κB (p50) siRNA (0.1 μM) at 24 h after LPS 
stimulation. Data represent the means + S.D. (n = 4). **p < 0.01, compared with PEM (Conventional). †p < 0.05; ††p < 0.01, compared with N.T. of 




































































   
   
   
   
































   
   
   
   






















































































































































































































Figure 5. Suppressive effect of NF-κB siRNA 
transfection on VEGF and MMP-9 expression. 
(A) VEGF concentrations in culture supernatants 
were measured following transfection of NF-κB 
(p50) siRNA (0.1 μM) at 24 h after LPS 
stimulation. (B) The expression level of MMP-9 
mRNA in macrophages was measured at 24 h 
after transfection of NF-κB (p50) siRNA (0.1 
μM). Data represent the means + S.D. (n = 4). **p 
< 0.01 compared with PEM (Conventional). †p < 
0.05; ††p < 0.01, compared with N.T. of M2-like 






 続いて、NF-κB (p50) siRNA導入によるM2様マクロファージの NO産生能の変化について検討
を行った。NO は高い細胞傷害活性を有しており、M1 型マクロファージが示す抗腫瘍活性の中心




NO産生は抑制されている 43,52,53)。M2様マクロファージに NF-κB (p50) siRNAを導入後、M2様マ
クロファージ内アルギナーゼ mRNA 発現量、ならびに培養上清中 NO 濃度を測定した結果、アル
ギナーゼ mRNA発現量が顕著に減少し、上清中 NO量が PEMと同程度まで増大することが示され




























































   
   
   
   










































































Figure 6. Effect of NF-κB siRNA transfection on NO production from M2-like macrophages. (A) The expression level of arginase mRNA in 
macrophages was measured at 24 h after transfection of NF-κB (p50) siRNA (0.1 μM). (B) NO2- concentrations in culture supernatants were 
measured following transfection of NF-κB (p50) siRNA (0.1 μM) at 24 h after LPS stimulation. Data represent the means + S.D. (n = 4). *p < 0.05; 





る 12)。M1 型マクロファージには炎症反応に関わる CD80、CD86、および Toll 様受容体(TLR)、特
に TLR2 および TLR4 が高発現しているが、M2 型マクロファージにおいてはこれらの受容体の発
現レベルは低い 15,34-36)。一方で、M2型マクロファージには CD14、CD163、マンノース受容体 54,55)
およびスカベンジャー受容体 56)などが高発現している。そこで、M2 様マクロファージに NF-κB 
(p50) siRNA を導入した際のマンノース受容体およびスカベンジャー受容体発現量の変化について
評価した結果、NF-κB (p50) siRNAの導入により、M2様マクロファージ表面のマンノース受容体お





Figure 7. Effect of NF-κB siRNA transfection on 
surface receptors expression on M2-like 
macrophages. The expression levels of mannose 
receptor (A) and scavenger receptor (B) on the surface 
of macrophages were measured by using 
fluorescent-labeled antibody at 24 h after transfection 
of NF-κB (p50) siRNA (0.1 μM). Mean fluorescence 
intensity was calculated by dividing the total 
fluorescence intensity by the number of cells (10,000 
cells). Data represent the means + S.D. (n = 4). **p < 
0.01, compared with PEM (Conventional). ††p < 0.01, 
















































   
   
   
   








































































































































































果、IL-12、TNF-α、IL-6産生量の減少、ならびに IL-10産生量の有意な増大が認められた (Fig. 8)。
本結果より、B16BL6 細胞の培養上清を用いた場合でもマウス腹腔マクロファージを M2 様型に誘




次に、B16BL6細胞培養上清を用いて誘導したM2様マクロファージに NF-κB (p50) siRNAを導
入し、その 24 時間後に LPS 刺激によるサイトカイン産生量を測定した結果、IL-12、TNF-α、IL-6
産生量の増大、ならびに IL-10 産生量の有意な減少が示された (Fig. 8)。本結果は、1-c における











Figure 8. Effect of NF-κB expression inhibition on cytokine production by PEM cultured in conditioned medium from B16BL6 cells. 
Concentrations of IL-12p70 (A), TNF-α (B), IL-6 (C), and IL-10 (D) in culture supernatants were measured following transfection of NF-κB (p50) 
siRNA (0.1 μM) at 24 h after LPS stimulation. Data represent the means + S.D. (n = 4). *p < 0.05, **p < 0.01 compared with PEM (Conventional). †p 


































































































































































































M2様型の性質を獲得していることが確認された (Fig. 9)。本M2様マクロファージに NF-κB (p50) 
siRNAを導入したところ、炎症性サイトカイン産生量の有意な増大、および IL-10産生量の減少が











Figure 9. Effect of NF-κB expression inhibition on cytokine production by macrophages cultured in conditioned medium from PAN-02 cells. 
Concentrations of IL-12p70 (A), TNF-α (B), IL-6 (C), and IL-10 (D) in culture supernatants were measured following transfection of NF-κB (p50) 
siRNA (0.1 μM) at 24 h after LPS stimulation. Data represent the means + S.D. (n = 4). **p < 0.01, compared with PEM (Conventional). ††p < 0.01, 
compared with N.T. of M2-like macrophages. N.T.: non-treated cells. 
 
 
第 2節 NF-κB decoyの導入によるM2様マクロファージの表現型変化 
 





NF-κB decoyは、DNA 上の NF-κBが結合する部分と同じ配列を含む二本鎖オリゴ核酸であり、
DNA の「おとり」として NF-κBの p50 サブユニットと結合するため、NF-κBは DNAへ結合でき
ず、結果として NF-κBによる転写活性化が特異的に抑制される 57,58) (Fig. 10)。すなわち、NF-κBの
発現を抑制する NF-κB (p50) siRNA とは異なり、NF-κB decoy は NF-κBに直接結合することで活性
































































































































































Figure 10. Schematic representation of the mechanism of NF-κB decoy for inhibition of NF-κB activity. 
 











先立ち、まず NF-κB decoy導入によるM2様マクロファージの核内 NF-κB量の変化を評価した。そ
の結果、NF-κB decoy の導入により核内 p50 タンパク量が顕著に減少することが確認された (Fig. 
11A)。次に、NF-κB decoy導入 24時間後に LPS刺激によりM2様マクロファージから産生されるサ
イトカイン量を測定した結果、IL-12 産生量の有意な増大が認められると共に、TNF-α および IL-6
に関しては PEMと同程度まで産生量が増大することが明らかとなった (Fig. 11B−D)。また、IL-10
産生量が有意に減少することも示された (Fig. 11E)。本結果は、前節 1-cの NF-κB (p50) siRNAを用
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Figure 11. Effect of NF-κB inhibition by NF-κB decoy on cytokine production from M2-like macrophages. (A) The intranuclear p50 and p65 
levels in macrophages were measured at 24 h after transfection of NF-κB decoy (0.2 μM). The concentrations of IL-12p70 (B), TNF-α (C) IL-6 (D), 
and IL-6 (E) in culture supernatants were measured following transfection of NF-κB decoy (0.2 μM) at 24 h after LPS stimulation. Data represent the 





次に、M2様マクロファージに NF-κB decoyを導入した際の VEGF、MMP-9、ならびにアルギナ
ーゼの mRNA発現量の変化について評価を行った。NF-κB decoy導入後、M2様マクロファージ内
に発現する各因子の mRNA量を測定した結果、前節 1-d, 1-eにおける検討結果と同様に、いずれの











Figure 12. Suppressive effect of NF-κB inhibition by NF-κB decoy on VEGF, MMP-9, and arginase mRNA expression. The expression levels 
of VEGF-A (A), MMP-9 (B), and arginase (C) mRNA in macrophages were measured at 24 h after transfection of NF-κB decoy (0.2 μM). Data 
represent the means + S.D. (n = 4). *p < 0.05; **p < 0.01, compared with PEM (Conventional). ††p < 0.01, compared with N.T. of M2-like 
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2-c B16BL6 細胞および PAN-02 細胞培養上清を用いて誘導した M2 様マクロファージに対する
NF-κB decoyの効果 
 
NF-κB (p50) siRNAと同様に NF-κB decoyに関しても、異なるがん細胞の培養上清を用いて誘導
した M2 様マクロファージに対する効果の違いについて検討する必要がある。そこで本項では、
B16BL6 細胞、および PAN-02 細胞の培養上清を用いて誘導した各 M2 様マクロファージに NF-κB 
decoyを導入した際の、M2様マクロファージのサイトカイン産生能の変化について評価した。まず、
B16BL6細胞培養上清を用いて誘導したM2様マクロファージに対して NF-κB decoyを導入した結
果、M2 様マクロファージより産生される IL-12、TNF-α、IL-6 量が増大すると共に、IL-10 産生量










Figure 13. Effect of NF-κB inhibition by NF-κB decoy on cytokine production in macrophages cultured with conditioned medium from 
B16BL6 cells. Concentrations of IL-12p70 (A), TNF-α (B), IL-6 (C), and IL-10 (D) in culture supernatants were measured following transfection of 
NF-κB decoy (0.2 μM) at 24 h after LPS stimulation. Data represent the means + S.D. (n = 4). *p < 0.05; **p < 0.01, compared with PEM 




量の顕著な減少が認められた (Fig. 14)。これらの結果は、前節 1-g, 1-hにおける NF-κB (p50) siRNA
を用いた検討結果 (Figs. 8,9)、および本節 2-aにおける colon-26細胞培養上清を用いて誘導したM2




































































































































































Figure 14. Effect of NF-κB inhibition by NF-κB decoy on cytokine production in macrophages cultured with conditioned medium from 
PAN-02 cells. Concentrations of IL-12p70 (A), TNF-α (B), IL-6 (C), and IL-10 (D) in culture supernatants were measured following transfection of 
NF-κB decoy (0.2 μM) at 24 h after LPS stimulation. Data represent the means + S.D. (n = 4). *p < 0.05; **p < 0.01, compared with PEM 
(Conventional). ††p < 0.01, compared with N.T. of M2-like macrophages. N.T.: non-treated cells. 
 
2-d NF-κB decoyの効果の持続性 
 
 前項までの検討により、NF-κB decoyの導入により M2様マクロファージの表現型を M1型へ転
換できることが確認された。しかしながら、前項までの結果はいずれも NF-κB decoy導入 24時間
後における検討のみから得られたものであるため、NF-κB decoyの効果の持続性については明らか
にできていない。そこで本項では、NF-κB decoy導入 48時間後、ならびに 72時間後にM2様マク
ロファージから産生されるサイトカイン量を測定することにより、M2 様マクロファージの表現型
に対する NF-κB decoyの効果の持続性について評価を行った。colon-26細胞培養上清を用いて誘導
したM2様マクロファージに NF-κB decoyを導入し、48時間後における LPS刺激によるサイトカイ
ン産生量を測定した結果、IL-12、TNF-α、IL-6産生量の増大、および IL-10産生量の減少が認めら
れたものの、その変化の割合は NF-κB decoy導入 24時間後に LPS刺激をした場合と比較して小さ
いものであった。さらに、NF-κB decoy導入 72時間後においては、NF-κB decoy導入によるサイト







Figure 15. Effect of NF-κB inhibition by NF-κB 
decoy on the duration of the shift of cytokine 
production pattern of M2-like macrophages. 
Concentrations of IL-12p70 (A), TNF-α (B), IL-6 
(C), and IL-10 (D) in culture supernatants were 
measured following transfection of NF-κB decoy 
(0.2 μM) at 24 h after LPS stimulation. Data 
represent the means + S.D. (n = 4). *p < 0.05; **p < 
0.01, compared with PEM (Conventional). ††p < 
0.01, compared with N.T. of M2-like macrophages. 
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in vitroにおいて培養する技術、もしくは in vitroにおいて腹腔あるいは骨髄由来マクロファージな
どを TAMと類似したM2表現型に誘導する技術が必要である。マウス固形腫瘍より TAMを単離す
る手法は過去にいくつか報告されているが 37,61-63)、マクロファージの表現型は非常に可塑性が高く、
TAM は単離した後、通常培養条件下で培養すると 24~72 時間で M2 型の性質を失うことが報告さ




現型を TAMと類似した M2型に誘導できることを報告している 64)。本手法は非常に簡便なマクロ




養できる colon-26細胞の数はマウス腹腔マクロファージの数に対して約 3分の 1程度であるため、












Figure 16. Effect of coculture of PEM with colon-26 cells on 
cytokine secretion. The concentrations of IL-12p70 (A), and 
IL-10 (B) in culture supernatants of macrophages was measured 
at 24 h after LPS stimulation (100 ng/mL). Data represent the 
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次に、NF-κB (p50) siRNAを導入した際のM2様マクロファージの表現型転換を検証するため、
まず NF-κB (p50) siRNAを導入した後のM2様マクロファージから産生されるサイトカイン量を測
定した。その結果、Th1型サイトカイン産生量が有意に増大すると共に、Th2型サイトカイン産生




受容体発現量についても検討を行ったところ、NF-κB (p50) siRNAの導入により VEGF、MMP-9発
現量が共に顕著に減少することに加え (Fig. 5)、NO産生量が PEMと同程度まで増大することが確
認された (Fig. 6)。さらに、マンノース受容体およびスカベンジャー受容体発現量が有意に減少す






ージはそれぞれ性質が異なることが予想され、それ故、M2様マクロファージに対する NF-κB (p50) 
siRNAの効果の程度も用いるがん細胞種により異なる可能性が考えられる。そこで、colon-26細胞
に加え、B16BL6細胞、PAN-02 細胞の培養上清を用いてそれぞれ M2 様マクロファージを誘導し、
それらに対する NF-κB (p50) siRNAの効果を評価した。まず、それぞれの培養上清を用いて培養し
たマウス腹腔マクロファージより産生されるサイトカイン量を測定した結果、いずれのがん細胞培





の分化の程度が異なることを示唆している。続いて、各M2様マクロファージに対して NF-κB (p50) 
siRNAを導入した際のサイトカイン産生量の変化について評価した結果、いずれのM2様マクロフ
ァージにおいても、Th1型サイトカイン産生量の増大、ならびに Th2型サイトカイン産生量の有意
な減少が認められた (Figs. 8,9)。これらの結果より、本検討で用いた 3種のがん細胞種によって誘




性が報告されている 22,23,67,68)。M1型マクロファージ内では p50は p65とヘテロ二量体(NF-κB)を形
成しており、このヘテロ二量体は核内へ移行後、DNA 上の特定の配列(κB サイト)に結合すること
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で種々の遺伝子の転写を活性化する。この NF-κBによる転写活性化は、M1型マクロファージの Th1
型免疫応答に必須のプロセスである 39-41)。一方で、TAM においては p50 がホモ二量体を形成して
おり、核内に蓄積していることが確認されている。p50 ホモ二量体は κB サイトへの結合能は有す
るが、転写活性化能は有していないため、κBサイトへの結合を介して NF-κBによる転写活性化を
競合的に阻害する。すなわち、TAM内では p50ホモ二量体が NF-κB による Th1型免疫応答を阻害
しており、これにより STAT3や STAT6を中心とした Th2型免疫応答が優位となっているため、TAM
は M2型の性質を示すと考えられている 21)。さらに、p50ホモ二量体は、Th1型免疫応答において
重要な役割を担うもう一つの転写因子である STAT1 のリン酸化を阻害し、STAT1 による炎症性免
疫反応を抑制することも報告されている 23)。これらの知見より、本検討において得られた NF-κB 
(p50) siRNA導入によるM2様マクロファージのM1型への転換効果は、NF-κB (p50) siRNAの作用







際の核内 NF-κB量の変化を評価した結果、核内 p50タンパク量が顕著に減少することが確認された 
(Fig. 11A)。NF-κB decoyの導入により細胞質中に存在する NF-κBの核内移行が抑制されるメカニズ
ムについては明らかにされていないが、NF-κB decoyの p50サブユニットへの結合が p50サブユニ
ットに含まれる核移行シグナルの機能に対して抑制的な影響を及ぼしている可能性が考えられる。
続いて、NF-κB decoy の導入によるM2様マクロファージの表現型変化を検討した結果、NF-κB (p50) 
siRNA を用いた検討結果と同様、サイトカインや増殖因子の発現パターンが M2型のものからM1
型のものへシフトすることが示された (Figs. 11,12)。また、その効果は 3種のM2様マクロファー





制するオリゴ核酸医薬(NF-κB (p50) siRNA、および NF-κB decoy)を導入し、核内 p50量を減少させ
ることで、M2様マクロファージの表現型をM1型へ転換できることを確認した。特に、NF-κB decoy
は、アトピー性皮膚炎やリウマチなどの炎症性疾患に対する臨床試験が現在実施されており、実用
化が目前となっている製剤である 69-71)。そのため、NF-κB decoyを用いた TAMの表現型転換に基づ
くがん治療法を構築することができれば、本手法は近い将来に臨床応用も可能であると考えられる。
そこで、次章以降の検討では NF-κBの活性を抑制するオリゴ核酸医薬として NF-κB decoyを選択し
て評価を行うこととした。 
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試薬は市販の特級品を用いた。実験動物には 4週齢の ICR系雌性マウスを用いた。 
 
【2】siRNA 
siRNA は sigma 社より購入し、以下の配列を有するものを用いた。NF-κB (p50) siRNA (sequence 1): 
5’-CAC AUC UGA UGA UAU ACU ATT-3’(センス鎖), 5’-UAG UAU AUC AUC AGA UGU GTT-3’(アンチ
センス鎖); NF-κB (p50) siRNA (sequence 2): 5’-GCA AAC UCA GCU UUA CAG ATT-3’(センス鎖), 5’-UCU 
GUA AAG CUG AGU UUG CTT-3’(アンチセンス鎖); NF-κB (p50) siRNA (sequence 3): 5’-GUA UAA GGA 
UGU CAA CAU UTT-3’(センス鎖), 5’-AAU GUU GAC AUC CUU AUA CTT-3’(アンチセンス鎖); scrambled 




ICR系雌性マウス(4週齢)に 2.9%チオグリコレート培地(日水製薬株式会社)を 1 mL腹腔内投与し、4
日後に PRMI-1640培地(日水製薬株式会社)を用いてマウス腹腔より回収した。回収したマクロファージ
は、10%牛血清胎児血清(FBS)、100 U/mL penicillin,、100 μg/mL streptomycin、2 mM L-glutamine添加





マウス膵臓がん細胞を 10 cmディッシュに 5×105個播き、80%コンフルエントに到達した時点で培養上
清を回収し、0.45 μmの孔径を有するメンブランフィルター(日本ミリポア社)を通すことで得た。M2様
マクロファージは、siRNA導入 24時間前に、第 1章第 1節実験の部【3】に準じて回収したマウス腹腔
内マクロファージをがん細胞培養上清中で培養することで誘導した。 
 
【5】M2様マクロファージに対する in vitro siRNA-導入 
M2様マクロファージの培地を Opti-MEM® I(Gibco社)に交換し、siRNA/Lipofectamine® 2000 (Invitrogen
社)複合体を添加した。複合体調製は、Lipofectamine® 2000の添付プロトコルに従い、最終 siRNA濃度が
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第 1章第 1節実験の部【4】に準じてM2様マクロファージを誘導した後、培地中にリポポリサッカラ
イド(LPS) (Sigma社)を 100 ng/mLで添加し、一定時間後に培養上清を回収した。また、M2様マクロフ
ァージに第 1章第 1節実験の部【5】に準じて siRNAを導入した後、培地中に LPSを 100 ng/mLで添加
し、24時間培養後、上清を回収した。上清中の IL-10、IL-12p70、TNF-αおよび IL-6量は mouse ELISA 




第 1章第 1節実験の部【5】に準じてM2様マクロファージに siRNAを導入した後、GenElute® Mammalian 
Total RNA Miniprep Kit(Sigma社)を用いて、マクロファージ中の全 RNAを抽出し、PrimeScript® RT reagent 
Kit(タカラバイオ社)により逆転写反応を行った。各 mRNA量は SYBR® Premix Ex Taq(タカラバイオ社)
を利用し、Lightcycler® 2.0(Roche diagnostics社)による定量的 PCRにより測定した。尚、定量的 PCRに
おける各プライマーは次の配列を用いた。p50 cDNAに対するプライマー: 5’-CCT GGA TGA CTC TTG 
GGA AA-3’ (forward), 5’-TCA GCC AGC TGT TTC ATG TC-3’ (reverse); p65に対するプライマー: 5’-TAG 
CAC CTG ATG GCT GAC TG-3’ (forward), 5’-CGT TCC ACC ACA TCT GTG TC-3’ (reverse); MMP-9に対す
るプライマー: 5’-GAA GGC AAA CCC TGT GTG TT-3’ (forward), 5’-AGA GTA CTG CTT GCC CAG GA-3’ 
(reverse); arginaseに対するプライマー: 5’-GTG AAG AAC CCA CGG TCT GT-3’ (forward), 5’-CTG GTT 
GTC AGG GGA GTG TT-3’ (reverse); GAPDHに対するプライマー: 5’-TCT CCT GCG ACT TCA ACA-3’ 
(forward), 5’-GCT GTA GCC GTA TTC ATT GT-3’ (reverse) (Invitrogen社)。 
 
【8】ウエスタンブロッティング 
第 1章第 1節実験の部【5】に準じて M2様マクロファージに siRNAを導入した後、マクロファージ
を回収し、Nuclear Extract Kit(Active Motif社)を用いて核タンパク質を抽出した。タンパク質量は、タン
パク質定量キット(Dojindo Molecular Technologies社)により測定した。最終濃度が 50 μg/10 μLになるよ
うに核タンパク質と 2×sample buffer(0.1 M Tris-HCl (pH 6.8), 4% SDS, 12% 2-mercaptoethanol, 20% 
Glycerol, 0.04% Bromophenol blue)を 3:1の割合で混合し、90ºCで 10分間加熱処理した後、10%ポリアク
リルアミドゲル(SuperSep® Ace; Wako Pure Chemical Industries社)を用いた SDS-PAGEにより 100Vで 2時
間電気泳動を行った。その後ゲルを回収し、Transblot SD (Bio-Rad社)を用いたセミドライブロッティン
グにより、PVDF膜(Hybond®-P, GE Healthcare社)に泳動タンパクを転写した。得られたPVDF膜は3% BSA
含有 TBS(250 mM Tris-HCl (pH 7.4), 1.5 M NaCl, 0.1% Tween-20)で 1時間、室温で処理した後、1次抗体
としてウサギ抗マウス p105/p50抗体(Abcam社)、ウサギ抗マウス p65抗体(Abcam社)、ウサギ抗マウス
β-actin抗体(Santa Cruz Biotechnology社)を、それぞれ 1% BSA含有 TBSの 1/400、1/400および 1/2000(v/v)
量加え 60 分間処理した。洗浄後、二次抗体として Peroxidase 標識ヤギ抗ウサギ IgG 抗体(Santa Cruz 
Biotechnology社)を 1% BSA含有 TBSの 1/2000(v/v)量加え 60分間処理した。洗浄後、Luminata検出試薬
(Millipore社)で処理し、LAS-4000 imaging system(FUJIFILM社)により検出した。 
 
 - 19 - 
【9】一酸化窒素産生量評価 
 第 1章第 1節実験の部【5】に準じてM2様マクロファージに siRNAを導入した後、培地中に LPSを




 第 1章第 1節実験の部【5】に準じて M2様マクロファージに siRNAを導入した後、マクロファージ
を冷 Phosphate Buffered Saline (PBS)で 2回洗浄し、5% FBS含有 PBS中に懸濁した。その後 FITC標識ラ
ット抗マウス CD206(マンノース受容体)抗体(Serotec社)あるいは FITC標識ラット抗マウス CD204(スカ
ベンジャー受容体)抗体(AbD Serotec社)を最終濃度が 10 μg/mLとなるように添加し、氷上で 30分間静置




Analysis of variance (ANOVA)を行い、Dunnett’s法又は Tukey-Kramer法により検定した。全 p値は両側で
あり、p < 0.05を統計学的に有意であるとした。 
 
 
第 1章第 2節 
 
【1】試薬および実験動物 
試薬は市販の特級品を用いた。実験動物には 4週齢の ICR系雌性マウスを用いた。 
 
【2】NF-κB decoy 
NF-κB decoyは AnGes MG社より頂いた、以下の配列を有するものを用いた。NF-κB decoy: 5’-GGA 
GGG AAA TCC CTT CAA GG-3’ (センス鎖), 5’-CCT TGA AGG GAT TTC CCT CC-3’ (アンチセンス鎖); 
random decoy: 5’-TTG CCG TAC CTG ACT TAG CC-3’ (センス鎖), 5’-GGC TAA GTC AGG TAC 
GGC AA-3’ (アンチセンス鎖)。 
 
【3】M2様マクロファージの誘導 
M2様マクロファージは、第 1章第 1節実験の部【4】に準じて誘導した。 
 
【4】M2様マクロファージに対する in vitro NF-κB decoy導入 
M2様マクロファージの培地を Opti-MEM® Iに交換し、NF-κB decoy /Lipofectamine® 2000複合体を添
加した。複合体調製は、Lipofectamine® 2000の添付プロトコルに従い、最終 siRNA濃度が 0.2 μMとな
るように調製した。NF-κB decoy添加 6時間後、培地をがん細胞培養上清に交換し、さらに 18時間培養




サイトカイン分泌量は、第 1章第 1節実験の部【6】に準じて測定した。 
 
【6】ウエスタンブロッティング 
ウエスタンブロッティングは、第 1章第 1節実験の部【8】に準じて行った。 
 
【7】遺伝子発現量評価 
遺伝子発現評価は、第 1章第 1節実験の部【7】に準じて行った。尚、定量的 PCRにおける各プライ
マーは次の配列を用いた。VEGF-A cDNAに対するプライマー: 5’- AGC ACA GCA GAT GTG AAT GC-3’ 
(forward), 5’- AAT GCT TTC TCC GCT CTG AA-3’ (reverse) (Invitrogen社)。 
 
【8】統計学的解析 
統計学的解析は、第 1章第 1節実験の部【11】と同様の方法で行った。 
 
 
第 1章第 3節 
 
【1】試薬および実験動物 
試薬は市販の特級品を用いた。実験動物には 4週齢の ICR系雌性マウスを用いた。 
 
【2】マウス腹腔内マクロファージと colon-26細胞の共培養 
 2.0 × 104個の colon-26細胞を transwell insert (直径 6.5 mm) (Corning社)に播種した。24時間後、第 1章
第 1節実験の部【3】に準じて回収したマウス腹腔内マクロファージを 24穴マイクロプレートに 5.0 × 106
個/wellで播種し、各ウェルに transwell inserrtを挿入した。 
 
【3】サイトカイン分泌量評価 
第 1章第 3節実験の部【2】に準じてマウス腹腔マクロファージと colon-26細胞を共培養した 48時間後
に培地中に LPSを 100 ng/mLで添加した。24時間培養後、上清を回収し、第 1章第 1節実験の部【6】
に準じてサイトカイン分泌量を測定した。 
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第 2章 超音波応答性マンノース修飾リポソームを利用したNF-κB decoyの腫
瘍関連マクロファージへのターゲティングと固形がん治療効果の評価 
 
 前章では、in vitroにおいて、NF-κB p50サブユニットの機能を抑制するオリゴ核酸医薬を導入し、



















体が高発現していることから 54,55)、Man-PEG bubble lipoplexを利用することにより TAMへの選択
的な NF-κB decoy導入が達成できると考えられる。 
そこで本章では、colon-26固形がんモデルマウスを用いて、Man-PEG bubble lipoplexと超音波照
射の併用による in vivoにおける TAMへの NF-κB decoy導入効率を評価し、本技術を用いた NF-κB 
decoy導入による TAMの表現型転換について検討を行った。さらに、がん治療効果に関する検討も
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第 1 節 超音波応答性マンノース修飾リポソーム/NF-κB decoy 複合体(Man-PEG bubble 
lipoplex)の開発 
 





されるカチオン性リン脂質の DSTAP、中性リン脂質の DSPC、および Man-PEG2000-DSPEを構成脂
質として用いることによりMan-PEG bubble lipoplexを構築することに成功した 24-28)。一方で、Negishi
らは、三級アミンを有する DSTAP を構成脂質として含むバブルリポソームよりも、四級アミンを
有する DSDAPを構成脂質として含むバブルリポソームの方が遺伝子導入効率が高いことを報告し
て い る 87) 。 こ れ ら の 知 見 を 基 に 著 者 は 、 Un ら の 調 製 法 に 改 良 を 加 え 、
DSDAP:DSPC:NH2-PEG2000-DSPE =7:2:1 (mol)で構成される Bare-PEG bubble liposome、および
DSDAP:DSPC:Man-PEG2000-DSPE=7:2:1 (mol)で構成されるMan-PEG bubble liposomeを調製し、それ
ぞれをチャージ比 1.0：2.3(-:+)でNF-κB decoyと混合することにより bubble lipoplexを作製した。尚、
Man-PEG2000-DSPEはUnらの合成法に従い、PEG末端にアミノ基を有する市販のNH2-PEG2000-DSPE
を IME-thiomannosideと反応させることで合成した 23)。Bubble liposomeおよび bubble lipoplexの物
理化学的性質(粒子径および表面電荷)を評価した結果、Bare-PEG bubble lipoplex および Man-PEG 
bubble lipoplexの粒子径および表面電荷はそれぞれ 553.6±8.1 nm、20.3±2.4 mVおよび 567.1±6.3 nm、
21.1±2.4 mVであり (Table 2)、これらの結果は過去に報告されているプラスミド DNAや siRNAを
用いて作製した bubble lipoplex における測定結果と一致するものであった 24-28)。また、bubble 
liposomeと比較して、bubble lipoplexの表面電荷が低いことが確認されたことから、NF-κB decoyが
bubble liposome表面で静電的に相互作用していることが示唆された。さらに、電気泳動による検討
結果からも、安定に lipoplexが形成されていることが確認された (Fig. 17)。 
 










Bare-PEG bubble liposome (DSDAP:DSPC:NH2-PEG2000-DSPE=7:2:1 (mol))
Man-PEG bubble liposome (DSDAP:DSPC:Man-PEG2000-DSPE=7:2:1 (mol))
Bare-PEG bubble lipoplex (DSDAP:DSPC:NH2-PEG2000-DSPE=7:2:1 (mol))
Man-PEG bubble lipoplex (DSDAP:DSPC:Man-PEG2000-DSPE=7:2:1 (mol))















Figure 17. Confirmation of NF-κB decoy complexes by gel-retardation assay. 





1-b 腫瘍関連マクロファージ(TAM)への NF-κB decoy送達に関する in vitroにおける基礎的検討 
 
 続いて、colon-26固形がんモデルマウスの腫瘍組織より単離した TAMを用いて、in vitroにおけ
るMan-PEG bubble lipoplexと超音波照射の併用による TAMへのNF-κB decoy送達効率を評価した。
まず、TAMによる bubble liposomeの取り込み効率について評価するため、蛍光標識脂質によりラ
ベル化した Bare-PEG bubble liposomeおよびMan-PEG bubble liposomeを TAMに暴露させ、その取
り込み量を経時的に測定した。その結果、TAMによるMan-PEG bubble liposomeの取り込み量は、
Bare-PEG bubble liposomeの取り込み量と比較して有意に高く、bubble liposome暴露 5分後において
既に約 4倍多い取り込みが認められた (Fig. 18A)。本結果より、bubble liposome表面にマンノース
修飾を施すことで、TAMへの標的指向性を付与できることが示唆された。次に、bubble lipoplexと
超音波照射の併用により得られる TAMへの NF-κB decoy送達量を蛍光標識 NF-κB decoyを用いて
測定した。その結果、Man-PEG bubble lipoplexと超音波照射の併用により得られる NF-κB decoy送
達量は、Man-PEG bubble lipoplex単独と比較して約 4.3倍多く、また Bare-PEG bubble lipoplexと超











Figure 18. In vitro cellular association of bubble liposomes and NF-κB decoy in cultured TAM isolated from colon-26 solid tumor. (A) In vitro 
time-course for bubble liposomes cellular association. Data are represented as mean values ± SD (n = 3). **p< 0.01, compared with Bare-PEG bubble 
liposomes. (B) Amount of internalized FAM-lablelled NF-κB decoy oligonucleotides obtained with Bare-PEG or Man-PEG bubble lipoplexes with or 
without US exposure in isolated TAM 1 h after the addition of bubble lipoplexes. Mean fluorescence intensity was calculated by dividing the total 
fluorescence intensity by the number of cells (10,000 cells). Data are represented as mean values + SD (n = 3). **p< 0.01, compared with 
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第 2節 colon-26固形がんモデルマウスにおける TAM選択的 NF-κB decoy導入 
 
 前節では、NF-κB decoyを用いて作製したMan-PEG bubble lipoplexと超音波照射を併用すること
により、in vitroにおいて TAMに効率的に NF-κB decoyを送達できることが示された。そこで次に、
本システムを利用した in vivoにおけるTAM選択的NF-κB decoy導入法を確立するため、本節では、
Man-PEG bubble lipoplexの適切な投与経路の選択を行い、in vivoにおけるMan-PEG bubble lipoplex
と超音波照射の併用による TAMへの NF-κB decoy導入効率の評価を行った。 
 
2-a Man-PEG bubble lipoplex静脈内投与後の NF-κB decoyの体内分布特性 
 
In vivo において TAM 選択的かつ効率的に NF-κB decoy を送達するためには、Man-PEG bubble 
lipoplex の適切な投与経路の選択が重要である。そこで、colon-26 固形がんモデルマウスに対して
Man-PEG bubble lipoplexを静脈内投与した際の NF-κB decoyの体内分布特性について評価を行った。
32P標識した NF-κB decoyを用いて作製したMan-PEG bubble lipoplexを colon-26固形がんモデルマ
ウスに静脈内投与し、投与 30分後における各臓器中の NF-κB decoy量を測定した。その結果、大
部分の NF-κB decoyが肝臓に分布し、次いで腎臓、脾臓に蓄積する一方で、腫瘍組織への移行量は
極めて少ないことが示された (Fig. 19)。また、Man-PEG bubble lipoplex投与 5分後に腫瘍組織に対
して超音波照射を施した際の NF-κB decoyの体内分布特性についても同様に評価を行ったが、超音
波照射に伴う NF-κB decoyの臓器移行性の変化は認められなかった (Fig. 19)。これらの結果より、






Figure 19. Tissue distribution of NF-κB decoy 
oligonucleotides by Man-PEG bubble lipoplexes and 
US exposure. Tissue distribution after intravenous 
administration of Man-PEG bubble lipoplexes (10 μg 
NF-κB decoy) with or without US exposure in colon-26 
tumor bearing mice. Data are represented as mean 





2-b Man-PEG bubble lipoplexの腫瘍組織内への注入による TAMへの NF-κB decoy送達 
 
 Man-PEG bubble lipoplexの腫瘍組織内への注入と超音波照射を組み合わせた際の in vivoにおける
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NF-κB decoy)を用いることにより評価した。本手法による FAM標識 NF-κB decoy送達後、腫瘍組織
から TAMを単離し、TAM内の蛍光強度を測定した。また、蛍光強度の測定値から単位細胞数あた
りの平均蛍光強度を算出した。その結果、Man-PEG bubble lipoplexと超音波照射の併用により得ら
れる TAMへの NF-κB decoy送達量は、超音波未照射の場合と比較して約 16.7倍多いことが明らか
となった (Fig. 20)。また、Bare-PEG bubble lipoplexと超音波照射を併用した場合と比較しても、約
3.7倍の送達量が得られた。さらに、Man-PEG bubble lipoplexと超音波照射の併用により得られる
TAMへの NF-κB decoy送達量は、TAM以外の細胞 (がん細胞や間質細胞など)への送達量と比較し
















Figure 20. In vivo transfection efficiency of fluorochrome (FAM)-lablelled NF-κB decoy oligonucleotides into TAM by Bare-PEG and 
Man-PEG bubble lipoplexes, with or without US exposure. The fluorescent intensity of FAM-lablelled NF-κB decoy oligonucleotides in TAM 1 h 
after the addition of bubble lipoplexes. Mean fluorescence intensity was calculated by dividing the total fluorescence intensity by the number of cells 
(10,000 cells). 
 
2-c TAMの核内 NF-κB量の変化 
 
次に、Man-PEG bubble lipoplexと超音波照射により in vivoにおいてNF-κB decoyを導入した際の、
TAMの核内 NF-κB量の変化を評価した。その結果、Man-PEG bubble lipoplexと超音波照射を併用
した場合においてのみ、TAMの核内 p50および p65量の有意な減少が認められた (Fig. 21)。本結
果は、前項の in vivoにおけるNF-κB decoyのTAM内移行に関する検討結果 (Fig. 20)と同様であり、





























Figure 21. Amounts of TAM nucleic p50 (A) and p65 (B) following in vivo NF-κB decoy transfection with Bare-PEG or Man-PEG bubble 
lipoplexes, with or without US exposure 12 h post-transfection. Data are represented as mean values + SD (n = 3). *p< 0.05; **p< 0.01, compared 
with N.T. (5% glucose). †p< 0.05; ††p< 0.01, compared with Bare-PEG bubble lipoplex+US. N.T., no treatment. 
 
 
第 3節 in vivo NF-κB decoy導入による TAM表現型転換とがん治療 
 
前節までの検討において、Man-PEG bubble lipoplexの腫瘍組織内への注入と超音波照射を組み合
わせることで TAMへ効率的に NF-κB decoyを送達でき、それにより TAMの核内 p50量が有意に減
少することが確認された。本知見と第一章第二節における NF-κB decoy導入によるマクロファージ
の表現型転換に関する検討結果を考慮すると、Man-PEG bubble lipoplexを利用した TAMへのNF-κB 
decoy導入により、colon-26固形がんモデルマウスにおける TAM表現型のM2型からM1型への転
換が実現可能であると考えられる。そこで本節では、Man-PEG bubble lipoplexと超音波照射を利用







 まず、TAM に NF-κB decoy を導入した際の腫瘍組織中サイトカイン濃度の変化について評価し
た。NF-κB decoy導入後に腫瘍組織を摘出し、腫瘍組織中サイトカイン濃度を測定した結果、いず
れの導入方法においても IL-12 濃度に有意な変化は認められなかったものの、Man-PEG bubble 
lipoplexと超音波照射を併用した場合にのみ TNF-αおよび IL-6の腫瘍組織中濃度が有意に増大する
ことが明らかとなった (Fig. 22A-C)。また 、Man-PEG bubble lipoplexと超音波照射を利用した NF-κB 






























































































































































Figure 22. Effect of NF-κB decoy/Bare-PEG 
or Man-PEG bubble lipoplex transfection on 
cytokine concentrations in tumor tissue. 
Concentrations of IL-12p70 (A), TNF-α (B), 
IL-6 (C), and IL-10 (D) 24 h post-transfection. 
Data are represented as mean values + SD (n = 
4). *p< 0.05; **p< 0.01, compared with N.T. (5% 
glucose). ††p< 0.01, compared with Bare-PEG 










前項の検討において確認された腫瘍組織中サイトカイン濃度の変化は、TAM への NF-κB decoy
導入により、固形腫瘍中の TAM の表現型が M2 型から M1 型へ転換したことに起因すると推察さ
れる。そこで、NF-κB decoy導入後に腫瘍組織中から TAMを単離し、その TAMを in vitroにおい
て培養することにより、LPS 刺激による TAM 自体のサイトカイン産生能の変化を評価した。その
結果、Man-PEG bubble lipiplexと超音波照射を利用して NF-κB decoyを導入した TAMにおいて、Th1
型サイトカインである IL-1β、TNF-α および IL-6 の産生が有意に亢進していることが確認された 
(Fig. 23A-C)。また、IL-10の産生が抑制されていることも併せて確認された (Fig. 23D)。本結果は、




















































































































































































































































































































Figure 23. Effect of NF-κB decoy/Bare-PEG or Man-PEG bubble lipoplex transfection on TAM cytokine production in vivo. Concentration of 
IL-1β (A), TNF-α (B), IL-6 (C), and IL-10 (D) in culture supernatants from TAM collected 24 h post-transfection. Data are represented as mean 





 サイトカイン産生能の変化に加え、NF-κB decoy導入による VEGFおよびMMP-9の mRNA発現
量の変化についても評価を行った。その結果、Man-PEG bubble lipoplexと超音波照射の併用により
NF-κB decoyを導入した TAMにおいてのみ、VEGF、およびMMP-9 mRNA発現量の顕著な減少が










































































































































































































































































































Figure 24. Effect of NF-κB decoy/Bare-PEG or Man-PEG bubble lipoplex transfection on mRNA levels of VEGF and MMP-9 in vivo. mRNA 
levels of VEGF (A), MMP-9 (B) in TAM collected 24 h post-transfection. Data are represented as mean values + SD (n = 4). *p< 0.05; **p< 0.01, 





を単離し、TAM 内アルギナーゼ mRNA 発現量、および TAM より産生される NO 量を測定した。
その結果、Man-PEG bubble lipoplexと超音波照射を利用した NF-κB decoy導入により、TAM内アル
ギナーゼ mRNA発現量が有意に減少することが明らかとなった (Fig. 25A)。さらに、TAM培養上













Figure 25. Effect of NF-κB decoy/Bare-PEG or Man-PEG bubble lipoplex transfection on NO production from TAM in vivo. (A) The 
expression level of arginase mRNA in TAM collected 24 h post-transfection. (B) NO2- concentration in culture supernatants from TAM 
collected 24 h post-transfection. Data are represented as mean values + SD (n = 4). *p< 0.05; **p< 0.01, compared with N.T. (5% glucose). †p< 
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3-e 腫瘍増殖抑制効果および延命効果 
 
 最後に、TAMへの NF-κB decoy導入による抗腫瘍効果の評価を行った。Man-PEG bubble lipoplex
と超音波照射を利用して TAMに NF-κB decoyを隔日に 5回導入した結果、顕著に高い腫瘍増殖抑















Figure 26. Effect of NF-κB decoy/Bare-PEG or Man-PEG bubble lipoplex transfection on tumor growth and survival. (A) Tumor growth in 
colon-26 tumor-bearing mice after transfection. (B) survival of colon-26 tumor-bearing mice post-transfection. Data are represented as mean values ± 
SD (n = 5-6). *p< 0.05; **p< 0.01, compared with the control group (5% glucose). †p< 0.05; ††p< 0.01, compared with Bare-PEG bubble lipoplex+US. 
 
 









ムと NF-κB decoyの複合体(Man-PEG bubble lipoplex)を作製し、TAMへの NF-κB decoy送達効率を
in vitroにおいて検討した結果、本複合体と超音波照射の併用により TAMへ効率的に NF-κB decoy
を送達できることが示された (Fig. 18)。続いて、in vivoにおける NF-κB decoy導入効率に関する検
討を行った。In vivoにおいて TAMへの高い NF-κB decoy導入効率を得るためには、Man-PEG bubble 
lipoplexの投与経路の選択が重要である。そこで、colon-26固形がんモデルマウスに対してMan-PEG 
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bubble lipoplexを静脈内投与した場合では、NF-κB decoyは腫瘍組織へほとんど移行しないことが示
された (Fig. 19)。この NF-κB decoyの低い腫瘍組織移行性は、Man-PEG bubble lipoplexが有する粒
子径に起因するものであると考えられる。マウス固形腫瘍組織では、新生される血管の構造が脆弱
なために血管内皮細胞間に約 100-300 nm 程度の間隙が認められる上、組織中のリンパ回収系が未
発達であることが確認されている。そのため、正常血管では漏出しにくい高分子が腫瘍新生血管か
らは漏出し、長期間滞留するという Enhanced Permeability and Retention (EPR) Effectが固形腫瘍に広
く認められる 92-94)。EPR Effectに従うと、粒子径の大きい粒子は正常組織への分布が抑制される一
方で、腫瘍組織には効率的に蓄積する 95-97)。しかしながら、血管内皮細胞間隙(約 100~300 nm程度)
以上の粒子径を有する微粒子製剤は EPR Effect を利用することができない 98,99)。Man-PEG bubble 
lipoplexは一般的に腫瘍血管に認められる間隙よりも大きな粒子径(約 550 nm)を有しているため、
EPR Effect による腫瘍組織への効率的な蓄積が認められなかったものと推察される。これらの結
果・考察を考慮して、TAMに対する高い NF-κB decoy導入効率を得るため、Man-PEG bubble lipoplex
は固形がんモデルマウスの腫瘍組織へ直接注入することとした 100-102)。Man-PEG bubble lipoplexの
腫瘍組織内への注入と超音波照射の併用による in vivoにおける TAMへの NF-κB decoy導入効率に
ついて評価した結果、本手法により NF-κB decoyが TAMに高い比率で分布し、それにより TAMの
核内 p50 量が顕著に減少することが明らかとなった (Figs. 20,21)。これらの結果より、Man-PEG 
bubble lipoplexと超音波照射を利用した本システムは、マンノース修飾による TAMへの標的指向能
とソノポレーション法に基づく核酸を細胞質内へ効率的に導入する機能を併せ持つ、有用な TAM
選択的 NF-κB decoy送達技術であることが示された。 
 次に、本システムを利用したNF-κB decoy導入による TAMの表現型転換に関する検証を行った。
まず、Man-PEG bubble lipoplexと超音波照射を利用した TAMへの NF-κB decoy導入に伴う腫瘍組
織中サイトカイン濃度の変化について評価した結果、腫瘍組織中 TNF-α および IL-6 濃度の増大、
ならびに IL-10濃度の有意な減少が認められた (Fig. 22)。この腫瘍組織中サイトカイン濃度の変化
は、NF-κB decoyの導入により TAMの表現型がM2型からM1型へ転換したことに起因するもので
あると推察された。そこでより詳細な検討として、Man-PEG bubble lipoplexと超音波照射の併用に
より TAMに対して NF-κB decoy導入を行った後、腫瘍組織中から TAMを単離し in vitroにおいて
培養することで、TAM自体のサイトカイン産生能の変化について評価した。その結果、NF-κB decoy
を導入することにより、LPS 刺激により TAM から産生される炎症性サイトカイン(IL-1β、TNF-α、
IL-6)量が有意に増大すると共に、IL-10産生量が減少することが確認された (Fig. 23)。さらに、VEGF、
MMP-9 mRNA 発現量、および NO 産生量の変化についても検討を行った結果、Man-PEG bubble 
lipoplexと超音波照射を併用した TAMへの NF-κB decoy導入により、TAMにおける VEGFおよび
MMP-9 mRNA発現量が有意に減少し、さらに NO産生量が顕著に増大することが明らかとなった 
(Figs. 24,25)。これらの結果は、 NF-κB decoyの導入により TAMの表現型がM2型からM1型へ転
換したことを示唆するものである。ただし、IL-12に関しては、NF-κB decoy導入による腫瘍組織中
濃度および TAM からの産生量に有意な変化は認められなかった。この理由として、TNF-α、IL-6
はマクロファージの表現型が M1 型へ傾くと産生量が増大するのに対し、IL-12 はマクロファージ




ジにおける検討結果からも確認できる (Figs. 11,13-15)。これらの結果・考察より、Man-PEG bubble 




 これまでの検討により、固形腫瘍組織におけるMan-PEG bubble lipoplexと超音波照射を併用した
TAMへの NF-κB decoy導入により、TAMの表現型の存在比がM1型優位なものへシフトすること
が示唆された。そこで次に、本手法が固形がん治療に有効であることを証明するため、TAM への
NF-κB decoy導入による固形がん治療効果の評価を行った。第 1章第 3節でも述べたとおり、マク
ロファージの表現型はその存在する微小環境に応答して容易に変化することが知られているため
34,36)、本手法により高いがん治療効果を得るためには、NF-κB decoy の導入スケジュールを厳密に
設計し、NF-κB decoy 導入による TAM の表現型転換効果を持続させることが必要である。過去の
報告では、マクロファージの表現型はその培養条件により 24~72時間で変化することが示されてい




への NF-κB decoy導入を行った結果、Man-PEG bubble lipoplexと超音波照射を併用した場合におい
てのみ、顕著に高い腫瘍増殖抑制効果、ならびに延命効果が認められた (Fig. 26)。本結果は、NF-κB 






ん細胞内の NF-κBはがん治療における標的の 1つとされており、実際に NF-κB阻害剤を固形がん
モデルマウスに投与することにより高い抗腫瘍効果が得られることが報告されている 106,107)。本検
討では、Man-PEG bubble lipoplexと超音波照射を併用した場合、TAMに送達された NF-κB decoy量
の約 4分の 1ががん細胞(F4/80陰性細胞)に対しても送達されることが確認されているため (Fig. 20)、
本手法により得られた腫瘍増殖抑制効果は、colon-26細胞への NF-κB decoy導入により colon-26細
胞中の NF-κB 活性が抑制されたことに起因する可能性が考えられる。ここで、Bare-PEG bubble 
lipoplex と超音波照射を併用して NF-κB decoy を導入した場合に着目すると、がん細胞に対する
NF-κB decoy送達量はMan-PEG bubble lipoplexと超音波照射を併用した場合とほぼ同等であるにも
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づくものではなく、TAMへの NF-κB decoy導入による TAMの表現型転換に基づくものであると考
えられる。以上、Man-PEG bubble lipoplexと超音波照射を利用した TAMへの効率的な NF-κB decoy
導入により TAM 表現型を M1 型へ転換する手法は、固形腫瘍に対して高い治療効果を発揮する新
規がん治療法と成り得ることが示唆された。 
 
 以上、本章では、Man-PEG bubble lipoplexの腫瘍組織内への注入と超音波照射を併用することに
より、in vivoにおいて TAM選択的かつ効率的に NF-κB decoyを導入できることを示した。また、
本システムを利用した NF-κB decoy導入により、colon-26固形腫瘍における TAMの表現型の存在
比がM1型優位なものへと転換することが示唆され、これにより高いがん治療効果が得られること
を明らかにした。 
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(DSPC)はAvanti Polar Lipids社より、1,2-distearoyl-sn-glycero-3-phosphoethanolamine -N-[amino(polyethylene 
glycol) -2000](NH2-PEG2000-DSPE) は 、 日 本 油 脂 株 式 会 社 よ り そ れ ぞ れ 購 入 し た 。
N-(fluorescein-5-thiocarbamoyl)- 1,2-dihexanoyl-sn-glycero-3-phosphoethanolamine, triethylammonium salt 
(fluorescein-DHPE)は、Molecular Probes社より購入した。他の試薬は市販の特級品を用いた。実験動物に
は 6週齢の BALB/c系雌性マウスを用いた。 
 
【2】NF-κB decoy 
NF-κB decoyは第 1章第 2節実験の部【2】と同じものを用いた。FAM標識 NF-κB decoyは AnGes MG
社に合成して頂いたものを用いた。 
 
【3】マンノース修飾 PEG脂質誘導体(Man-PEG2000-DSPE)の合成 23) 
(1)2-Imino-2-methoxyethyl-1-thiomannoside(IME-thiomannoside)の合成 
Cyanomethyl-2,3,4,6-tetra-O-acethyl-1-thiomannoside(CME-thiomannoside)は Leeらの方法に従い合成し
た 109)。Mannose 7.5 gを acetic anhydride 10 mL中室温で 3時間攪拌後、30% HBr/AcOH 20 mL中冷所
で一晩反応させ、アセトハロ糖を調製した。次に、これを thioureaと 1:1のモル比で acetoneに溶解後
15分間灌流し、反応生成物 4.5 gと ClCH2CN 3.33 g、K2CO3 1.49 g、NaHSO3 1.95 gを水/acetone(1:1) 20 
mL中で 2時間氷冷下において反応させ、CME-thiomannosideを合成した。得られた CME-thiomannoside
をMeOH中で 0.01 M CH3ONaと室温で一晩反応させ、IME-thiomannosideを合成した。 
 
(2) Man-PEG2000-DSPEの合成 
IME-thiomannosideと NH2-PEG2000-DSPEを 1:10のモル比で triethylamineを含有する pyridine液中、
室温で 24時間反応させた。Pyridineを減圧留去後、精製水を加えて生成物を分散させ、透析膜(12 kDa 






去して脂質薄膜とし、減圧下で 3 時間以上乾燥した。これに 5%グルコース水溶液を加え、振盪機を用
いた攪拌後、バス型ソニケーターにより 10 分間超音波処理した。さらに窒素置換下チップ型ソニケー
ターを用いた 3分間の超音波処理後、0.45 μmの孔径を有するポリカーボネート膜を用いて滅菌濾過を
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行った。脂質濃度は、モリブデン酸アンモニウムおよびアミノナフトールスルホン酸を用いたモルブデ
ン酸法により測定した。リポプレックスは、NF-κB decoy と作製したカチオン性 PEG 修飾リポソーム
(DSDAP/DSPC/Man-PEG2000-DSPE 又は DSDAP/DSPC/NH2-PEG2000-DSPE)を混合比 1.0:2.3(-:+)として 5%
グルコース水溶液中で混合し作製した。また、リポソーム内への超音波造影ガスの充填は、5 mL滅菌バ
イアルに 2 mL リポプレックスを添加し、パーフルオロプロパン加圧下でバス型ソニケーターにより 5
分間超音波処理することにより行った。調製したリポソームおよびリポプレックスの粒子径、ならびに
ゼータ電位は Zetasizer Nano ZS(Malvern社)を用いて測定した。 
 
【5】ゲル電気泳動 
電気泳動は、NF-κB decoy、および第 2章第 1節実験の部【4】に準じて作製したリポプレックスおよ
び超音波応答性リポプレックス(1.5 μg/10 μL)を 1 × TAE bufferで調製した 1%アガロースゲルに添加し、
100 Vで30分間通電させることにより行った。NF-κB decoyのバンドはエチジウムブロマイドで検出し、
LAS-4000 imaging systemにより可視化した。 
 
【6】固形がんモデルマウスの作製 
 Colon-26細胞を BALB/c系雌性マウス背部皮下に 1.0 × 106個/100 μL注入することで作製した。 
 
【7】腫瘍組織からの TAMの単離および培養 
第 2 章第 1 節実験の部【6】に準じて作製した固形がんモデルマウスから固形腫瘍を摘出し、生理食
塩水により洗浄した。摘出した腫瘍を 2 mm 四方に分割した後、コラゲナーゼ含有培地(0.05% (w/v) 
collagenase typeI(Sigma社)添加 PRMI-1640培地)中で 30分間培養した。その後、PE標識抗マウス F4/80
抗体(Bay bioscience社)および PE-positive selection kit(VERITAS社)を用い、RoboSep(VERITAS社)の推奨
プロトコルに準じた磁気細胞分離法により F4/80陽性細胞を TAMとして単離した。単離した TAMは、
FBS、100 U/mL penicillin,、100 μg/mL streptomycin、2 mM L-glutamine添加 PRMI-1640培地に 1.0 × 106
個/mLで懸濁後、24穴マイクロプレートに 500 μLずつ播種した。播種 2時間後に培地交換して実験に
用いた。 
 
【8】TAMを用いた in vitro取り込み実験 
蛍光標識超音波応答性リポソームは、DSTAP、DSPC、fluorescein-DHPE 、NH2-PEG2000-DSPE 又は
Man-PEG2000-DSPEをモル比で 7:1.5:0.5:1の比率でクロロホルム中に溶解し、第 2章第 1節実験の部【4】
に準じて調製した。第 2章第 1節実験の部【7】に準じて単離・培養した TAMの培地を超音波応答性リ
ポプレックス含有 Opti-MEM® I(Gibco 社) (10 μg lipid/well)に交換し、一定時間後に TAM を冷 Hanks' 
balanced salt solutions(HBSS)で 5回洗浄を行い、冷 PBS中に再懸濁させた。リポソーム取り込み量は、
FACSCantoTM II(日本 BD社)を用いて測定した。 
 
【9】TAMを用いた in vitro NF-κB decoy送達効率評価 
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 FAM標識 NF-κB decoyを用いて、第 3章第 1節実験の部【4】に準じて超音波応答性リポプレックス
を調製した後、第 2章第 1節実験の部【7】に準じて単離・培養した TAMの培地を超音波応答性リポプ
レックス(FAM標識 NF-κB decoy)含有 Opti-MEM® I(Gibco社) (2 μg NF-κB decoy/well)に交換した。培地交
換 5分後に各ウェルに対して 20秒間超音波照射を施した。超音波強度は(frequency, 2.062 MHz; duty, 50%; 
burst rate, 10 Hz; intensity 4.0 W/cm2)で、Sonopore-4000 sonicatorおよび 6 mmプローブを用いて照射した。
培地交換 1時間後に TAMを冷 HBSSで 5回洗浄し、冷 PBS中に再懸濁させた。FAM標識 NF-κB decoy
導入量は、FACSCantoTM II(日本 BD社)により測定した。 
 
【10】統計学的解析 
統計学的解析は第 1章第 1節実験の部【11】と同様の方法で行った。 
 
 
第 2章第 2節 
 
【1】試薬および実験動物 




 NF-κB decoyおよび FAM標識NF-κB decoyは、第 2章第 1節と同じものを用いた。また、32P標識NF-κB 




第 2章第 1節実験の部【6】に準じて作製した固形がんモデルマウスの腫瘍組織が 300 mm3に到達し
た時点で、第 2章第 1節実験の部【2】に従い作製した 32P標識 NF-κB decoyを用いて調製した超音波応
答性リポプレックス(10 μg NF-κB decoy/200 μL)を静脈内投与した。リポプレックス投与 5 分後に
Sonopore-4000 sonicatorおよび 6 mmプローブを用いて腫瘍組織に対して超音波(frequency, 2.062 MHz; 
duty, 50%; burst rate, 10 Hz; intensity 4.0 W/cm2)を 2分間照射した。リポプレックス投与 30分後にペント
バルビタール麻酔下でマウス下大静脈より採血し、また各臓器を摘出して生理食塩水による洗浄後に秤
量した。各臓器(20～30 mg)に可溶化剤 Solvable®を 800 μL添加して組織を完全に溶解した後、isopropanol 




【4】固形がんモデルマウスへの in vivo NF-κB decoy送達効率評価 
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 固形がんモデルマウスの腫瘍組織が 300 mm3に到達した時点で、第 2章第 1節実験の部【8】に準じ
て調製した蛍光標識超音波応答性リポプレックス(5 μg NF-κB decoy/100 μL)を固形がんモデルマウスの
腫瘍組織に直接投与した。リポプレックス投与 5分後に Sonopore-4000 sonicatorおよび 6 mmプローブを
用いて腫瘍組織に対して超音波(frequency, 2.062 MHz; duty, 50%; burst rate, 10 Hz; intensity 4.0 W/cm2)を 2
分間照射した。リポプレックス投与 1時間後、第 2章第 1節実験の部【7】に準じて腫瘍組織から TAM
を単離し、TAM内の NF-κB decoy量を第 2章第 1節実験の部【9】に準じて測定した。 
 
【5】核内 NF-κB量評価 
腫瘍組織が 300 mm3に到達した時点で、第 2章第 2節実験の部【4】に準じて固形がんモデルマウス
に対して in vivo NF-κB decoy送達を行った後、12時間後に第 2章第 1節実験の部【7】に準じて腫瘍組
織から TAMを単離した。その後、第 1章第 1節実験の部【8】に準じて核タンパク質を抽出し、タンパ
ク質量測定を行った。NF-κBの構成因子である p50および p65の核抽出物中存在量は、TransAM® NFκB 
Family Kit(Active Motif社)を用いて測定した。 
 
【6】統計学的解析 
統計学的解析は第 1章第 1節実験の部【11】と同様の方法で行った。 
 
 
第 2章第 3節 
 
【1】試薬および実験動物 




 NF-κB decoyおよび FAM標識 NF-κB decoyは、第 2章第 1節と同じものを用いた。 
 
【3】固形がんモデルマウスへの in vivo NF-κB decoy導入 
第 2章第 1節実験の部【4】に準じて FAM標識 NF-κB decoyを用いて調製した超音波応答性リポプレ
ックス(5 μg FAM標識 NF-κB decoy/100 μL)を固形がんモデルマウスの腫瘍組織に直接注入した。リポプ
レックス注入 5分後に Sonopore-4000 sonicatorおよび 6 mmプローブを用いて腫瘍組織に対して超音波
(frequency, 2.062 MHz; duty, 50%; burst rate, 10 Hz; intensity 4.0 W/cm2)を 2分間照射した。 
 
【4】固形がんモデルマウスの腫瘍組織中サイトカイン濃度評価 
 固形がんモデルマウスの腫瘍組織が 300 mm3に到達した時点で、第 2章第 3節実験の部【3】に準じ
て固形がんモデルマウスに対して in vivo NF-κB decoy導入を行った。NF-κB decoy導入 24時間後に腫瘍
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組織を摘出し、生理食塩水で 2回洗浄した後、冷 PBSを 200 μL添加し、ホモジナイザーで破砕した。
作製した組織破砕液を遠心分離(10,000×g, 4°C, 10 min)し、得られた上清中の IL-10、IL-12p70、TNF-αお
よび IL-6濃度をMouse Quantikine ELISA Kit(R&D Systems社)を用いて定量した。タンパク質量は、タン
パク質定量キット(Dojindo Molecular Technologies社)により測定した。 
 
【5】固形がんモデルマウスより単離した TAMのサイトカイン分泌量評価 
 固形がんモデルマウスの腫瘍組織が 300 mm3に到達した時点で、第 2章第 3節実験の部【3】に準じ
て固形がんモデルマウスに対して in vivo NF-κB decoy導入を行い、24時間後に腫瘍組織を摘出し、第 2
章第 1節実験の部【7】に準じて TAMを単離・培養した。培養した TAMに LPSを 100 ng/mLで添加し、




 固形がんモデルマウスの腫瘍組織が 300 mm3に到達した時点で、第 2章第 3節実験の部【3】に準じ
て固形がんモデルマウスに対して in vivo NF-κB decoy導入を行い、24時間後に腫瘍組織を摘出し、第 2
章第 1 節実験の部【7】に準じて TAM を単離した。単離した TAM内 VEGF、MMP-9、arginase mRNA
発現量を第 1章第 1節実験の部【7】に準じた定量的 PCRにより測定した。 
 
【7】固形がんモデルマウスにおける in vivo抗腫瘍効果の評価 
 固形がんモデルマウスの腫瘍組織が 100 mm3に到達した時点から、固形がんモデルマウスに対して第
2章第 3節実験の部【3】に準じて in vivo NF-κB decoy導入を隔日に 5回行った。腫瘍体積は 1回目の
NF-κB decoy導入を行った日から経日的に測定した。また、マウスの生存期間も併せて記録した。腫瘍
体積は以下の式に従って算出した。 
Tumor volume (mm3) = π/6 × longer diameter × (shorter diameter)2 
 
【8】統計学的解析 
統計学的解析は第 1章第 1節実験の部【11】と同様の方法で行った。 
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考えられ、がん性腹水中の TAMに対して NF-κB decoyを導入し、その表現型をM1型へ転換する
手法は、効果的な新規がん性腹膜炎治療法と成り得る。そこで本章では、Ehrlichマウス腹水がん細
胞を移植した腹水がんモデルマウスを用いて、Man-PEG bubble lipoplexと超音波照射の併用による
腹水中 TAMへの NF-κB decoy導入効率を評価し、さらに NF-κB decoy導入による TAMの表現型転
換効果、およびがん性腹膜炎治療効果について検討を行った。 
総論の部 
がん性腹水中では TAMの分布が広範囲にわたるため、TAMへの NF-κB decoy導入効率が固形腫
瘍の場合と異なる可能性がある。そこで、Man-PEG bubble lipoplexを Ehrlich腹水がんモデルマウス
に腹腔内投与後、超音波照射を施した際の NF-κB decoy導入効率を評価した結果、がん性腹水中の
TAMに対しても高い NF-κB decoy導入効率が得られた。次に、TAMの表現型転換を確認するため、
本手法による NF-κB decoy導入後に単離した TAMにおけるサイトカイン発現を評価した結果、Th1
型サイトカインの発現量が有意に増大すると共に、Th2型サイトカイン発現量が顕著に減少するこ




lipoplexと超音波照射を利用した TAMへの NF-κB decoy導入により M2型の TAMの表現型を M1
型へ転換でき、がん性腹膜炎に対する高い治療効果が得られることが示された。 
 
1) Duluc D et al. Blood; 110: 4319-30 (2007). 
2) Takaishi K et al.Cancer Sci; 101: 2128-36 (2010). 
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【1】試薬および実験動物 
実験の部 
各種脂質は第 2章第 1節と同じものを用い、他の試薬は市販の特級品を用いた。実験動物には ddY系
雌性マウスを用いた。 
【2】腹水がんモデルマウスの作製 
Ehrlichマウス腹水がん細胞を ddY系雌性マウスの腹腔内に 1×106個/100 μL注入することで作製
した。 
【3】腹水がんモデルマウスへの in vivo NF-κB decoy送達効率評価 
ddYマウスに Ehrlich細胞を移植した 4日後、FAM標識 NF-κB decoyを用いて調製した標識超音波応
答性リポプレックスを腹水がんモデルマウスに腹腔内投与した。リポプレックス(FAM 標識 NF-κB 
decoy)投与 5分後にマウス腹部に対して超音波を照射した。リポプレックス投与 1時間後、磁気細胞分
離法により腹水中から TAMを単離し、TAM内の蛍光強度を FACSにより測定した。 
【4】腹水がんモデルマウスより単離した TAMにおけるサイトカイン遺伝子発現量評価 
ddYマウスに Ehrlich細胞を移植した 4日後、TAMに NF-κB decoyを導入し、24時間後に腹水中から
TAMを単離した。TAM内 IL-10、IL-12、TNF-α、IL-6 mRNA発現量は、定量的 PCRにより測定した。 
【5】腹水量および腹水中がん細胞数の評価 
 ddYマウスに Ehrlich細胞を移植した 2日後から、TAMに NF-κB decoy導入を隔日に 3回行った。ddY
マウスに Ehrlich細胞を移植した 10日後、腹水量および腹水中のがん細胞数を測定した。 
【6】体重変化および生存日数の評価 














第 1章 NF-κBの活性を抑制するオリゴ核酸医薬の導入によるマクロファージの表現型転換の検証 
 
オリゴ核酸医薬の導入による NF-κB の活性抑制によりマクロファージの表現型が転換すること
を in vitroにおいて検証した。in vitroにおける TAM実験モデルとして、マウス腹腔マクロファージ
をがん細胞培養上清中で培養することにより M2 様マクロファージを誘導し、検討に用いた。M2









第2章 超音波応答性マンノース修飾リポソームを利用した NF-κB decoyの腫瘍関連マクロファージ
へのターゲティングと固形がん治療効果の評価 
 
colon-26固形がんモデルマウスにおいて、Man-PEG bubble lipoplexと超音波照射の併用により TAMに
NF-κB decoy を導入した際の、TAM の表現型転換および固形がん治療効果について評価を行った。





以上より、Man-PEG bubble lipoplexと超音波照射を組み合わせた TAM選択的 NF-κB decoy導入により、
固形腫瘍中の TAM の表現型の存在比を M1 型優位なものへシフトでき、高い固形がん治療効果が得ら
れることが示された。 
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より、がん性腹水中の TAMに対して効率的に NF-κB decoyを導入できることが示された。また、










また、Man-PEG bubble lipoplexと超音波照射を利用した TAM選択的 NF-κB decoy導入により、マ
ウス固形腫瘍およびがん性腹水中の TAM の表現型を M1 型へ転換でき、高いがん治療効果が得ら
れることを明らかにした。本研究で得られた知見は、NF-κBを標的とした TAMの表現型制御に基
づく新規がん治療法を構築する上で有益な基礎的情報を提供するものと考える。 
  
 
